X-linked inhibitor of apoptosis protein in intestinal homeostasis and the pathogenesis of inflammatory bowel disease by Gopalakrishnan, Shreya
  
  
X-linked inhibitor of apoptosis protein in intestinal 
homeostasis and the pathogenesis of inflammatory 
bowel disease 
Dissertation 
in fulfilment of the requirements for the degree “Dr. rer. nat.” 
of the Faculty of Mathematics and Natural Sciences 
at Kiel University 
 
Submitted by 
Shreya Gopalakrishnan 
Kiel, 2018 
 
   
First referee:    Prof. Dr. med. Sebastian Zeissig  
Second referee:   Prof. Dr.Dr.h.c. Thomas C. G. Bosch 
Date of the oral examination:  29.08.2018 
Approved for publication:    
 
 
 
  
Summary 
 
Intestinal homeostasis requires dynamic crosstalk between the host and the 
commensal microbiota. These interactions are not just crucial for maintaining 
homeostasis but also play an important role in mounting protective immunity to 
invading pathogens. Moreover, disruption of this physiological cross-talk may 
contribute to chronic intestinal damage as observed in inflammatory bowel disease 
(IBD). 
 
IBD, a group of disorders characterized by chronic intestinal inflammation, is believed 
to arise in genetically susceptible hosts through dysregulated host-environmental 
responses. Genome-wide association studies have documented common 
polymorphisms in over 200 genetic loci which regulate the risk to develop IBD. While 
common genetic variants are associated with low to moderate disease risk and have 
thus provided limited insight into disease pathogenesis, exome sequencing studies 
recently revealed rare genetic variants that give rise to mono- and oligogenic forms of 
IBD. These Mendelian forms of IBD have provided substantial new insight into the 
mechanisms underlying chronic intestinal inflammation and damage in IBD and 
revealed new targets for the treatment of IBD.  
 
We and others recently described a monogenic form of IBD caused by mutations in 
the gene encoding X chromosome-linked inhibitor of apoptosis protein (XIAP) and 
have described XIAP mutations in approximately 4% of male children with early-onset 
Crohn’s disease (CD). While the only curative treatment regime currently available for 
CD patients with XIAP mutations is allogeneic hematopoietic stem cell transplantation, 
significant mortality associated with the outcome of this procedure calls for alternative 
therapies. Investigation of alternative therapies requires a better understanding of the 
CD pathogenesis in patients with XIAP mutations. 
 
To provide insight into the pathways that link XIAP mutations to IBD, we investigated 
the role of XIAP in intestinal homeostasis and inflammation through the study of mice 
with constitutive and cell-specific deletion of Xiap. In these studies, we discovered a 
novel function of XIAP in the regulation of survival of antimicrobial peptide producing 
cells called Paneth cells. Specifically, we could demonstrate that the commensal 
microbiota elicits tumor necrosis factor (TNF) production under constitutive conditions, 
  
which promotes Paneth cell death and XIAP serves as a critical inhibitor of this 
pathway. In the absence of XIAP, microbiota-induced TNF release leads to apoptotic 
loss of Paneth cells, which is associated with decreased Paneth cell-antimicrobial 
peptides production, impaired control of the intestinal microbiota and dysbiosis as well 
as altered bacterial stratification. These alterations are insufficient to elicit spontaneous 
intestinal inflammation in the presence of a pathogen-free microbiota but provide 
susceptibility to microbial and chemical triggers of intestinal inflammation. As such, 
exposure to the bacterial pathobiont Helicobacter hepaticus leads to the development 
of granulomatous ileitis in the Xiap-/- but not in wild type mice. Non-necrotizing 
granulomas are a hallmark of CD, suggesting a potential relevance of our findings in 
mice to the pathogenesis of human CD. Moreover, administration of dextran sulfate 
sodium was also associated with increased severity of colitis in Xiap-/- mice when 
compared to the wild type mice. 
 
Together, these findings demonstrate how genetic defects associated with CD can 
provide susceptibility to environmentally-induced chronic intestinal inflammation. 
Furthermore, these results raise the question of whether targeting of the microbiota 
can be efficacious in the treatment and prevention of intestinal inflammation in patients 
harboring mutations in XIAP. 
  
  
Zusammenfassung 
 
Die intestinale Homöostase erfordert eine dynamische Interaktion zwischen dem Wirt 
und der Mikrobiota. Diese Wechselwirkungen sind nicht nur entscheidend für den 
Erhalt der intestinalen Homöostase sondern spielen auch eine wichtige Rolle im 
Aufbau der protektiven Immunität gegenüber eindringenden Pathogenen. Störungen 
der physiologischen Interaktionen zwischen Wirt und Mikrobiota hingegen können zu 
intestinaler Schädigung, wie in chronisch-entzündlichen Darmerkrankungen (CED) 
beobachtet, beitragen.  
 
CED sind eine Gruppe von Erkrankungen, die charakterisiert sind durch die 
Entwicklung chronischer intestinaler Entzündung. Das Risiko an CED zu erkranken ist 
zumindest partiell genetisch determiniert und genomweite Assoziationsstudien 
konnten CED-Risiko-Polymorphismen in mehr als 200 genetischen Loci 
dokumentieren. Während diese auch in der gesunden Population häufigen 
genetischen Varianten nur mit einem geringen bis moderaten Erkrankungsrisiko 
verbunden sind und somit nur bedingt Einsicht in die Pathogenese der Erkrankung 
lieferten, konnten in den letzten Jahren eine Vielzahl seltener genetischer Defekte 
beschrieben werden, die in mono- oder oligogener Weise zur Entstehung einer CED 
führen. Diese Mendelschen CED-Formen lieferten entscheidende neue Einblicke in 
die Mechanismen die der chronischen intestinalen Entzündung bei CED zu Grunde 
liegen und deckten neue potentielle Zielstrukturen für die individualisierte Behandlung 
von CED auf.  
 
Unsere Arbeitsgruppe sowie mehrere andere Arbeitsgruppen konnten vor wenigen 
Jahren eine neue monogene CED-Form beschreiben, die durch Mutationen im X-
chromosomalen Inhibitor der Apoptose (Englisch: X-linked inhibitor of apoptosis, XIAP) 
verursacht wird. Wir konnten dabei zeigen, dass XIAP-Mutationen eine der häufigsten 
monogenen Formen der CED darstellen und in bis zu 4 % der männlichen Kinder mit 
CED zu finden sind. Monogene CED-Formen, auch die mit XIAP-Mutationen 
assoziierten, zeigen häufig schwere und therapierefraktäre Verläufe. Die einzige 
kausale Therapieoption für Patienten mit CED auf dem Boden von XIAP-Mutationen 
stellt die allogene Stammzelltransplantation dar. Da diese Therapie jedoch mit einer 
signifikanten Sterblichkeit einhergeht ist, werden alternative Therapien dringend 
  
benötigt. Notwendig hierfür ist ein besseres Verständnis der Pathogenese der CED in 
Patienten mit XIAP-Mutationen.  
 
Um Einblick in die Mechanismen der Entwicklung intestinaler Entzündung in Patienten 
mit XIAP Mutationen zu erhalten, untersuchten wir Mäuse mit konstitutiver oder 
zellspezifischer Deletion von Xiap. Xiap-/- Mäuse wiesen einen selektiven Verlust von 
Paneth-Zellen auf, einer Gruppe von epithelialen Zellen, die am Boden intestinaler 
Krypten lokalisiert sind und durch Sekretion antimikrobieller Peptide die intestinale 
Mikrobiota regulieren. Weiterführende Studien konnten zeigen, dass der Verlust des 
Zelltod-Inhibitors XIAP zu einer gesteigerten Apoptose von Paneth-Zellen führt, wobei 
mikrobielle Signale in Tumornekrosefaktor (TNF)-abhängiger Weise den Zelltod von 
Paneth-Zellen stimulierten. Der Verlust von Paneth-Zellen in Xiap-/- Mäusen war 
verbunden mit einer reduzierten Sekretion von AMPs, was zu einer gestörten 
Kompartmentalisierung der Mikrobiota und Veränderungen in der Komposition der 
intestinalen Mikrobiota führte. Während diese Veränderungen in einer Pathogen-freien 
Tierhaltung nicht mit spontaner intestinaler Entzündung in Xiap-/- Mäusen assoziiert 
waren, führte die Exposition mit dem Pathobionten Helicobacter hepaticus in Xiap-/- 
Mäusen, aber nicht in WT-Mäusen, zu einer granulomatösen Ileitis und somit zu 
Crohn-typischen histologischen Läsionen. Auch zeigten Xiap-/- Mäuse eine gesteigerte 
Suszeptibilität gegenüber einer chemisch induzierten Colitis.  
 
Zusammenfassend zeigen diese Daten, wie genetische Defekte im Wirt und die damit 
verbundene Störung von Wirt-Mikrobiota-Interaktionen zu mikrobiell induzierter 
intestinaler Entzündung führen können. Diese Daten sind von zentraler Relevanz für 
das Verständnis der Pathogenese von CED. 
 
  
